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Kivonat

Az utobbi években az optikai bioszenzorok fejlesztése rohamosan felgyorsult, a cél minél
nagyobb érzékenységgel bird és minél pontosabban méré miiszerek fejlesztése. Az altalam
elvégzett mérések egy WAVEdelta nevii miiszerrel zajlottak, amely a nagy érzékenységii (0.01
pg/mm?) racs-csatolt interferometria (GCI) modszerrel mitkodik. A GCI rendszer egyik f6 része
egy He-Ne lézerforras, amely fénysugara két parhuzamos sugarra van ketté valasztva, amelyek egy
optikai hullamvezet6 rétegbe vannak bevezetve. A két sugar a méro €s a referencia sugar, a mérd
sugar egy optikai raccsal torténd becsatolast kovetden végighalad a hullamvezetd rétegben, majd
ezt kovetben, a lézersugar masik nyaldbjaval (referencia sugér) egyesil és interferdlnak. A
hulldmvezetd azon szakaszan, ahol csak a becsatolt mérényalab terjed (mérési feliileten) a feliilet
kozelében megjelend biomolekulak torésmutato-valtozast eredményeznek. Ennek eredménye, hogy
a hulldmvezetdben terjedd fény fazisa eltolodik. Amikor a hullimvezetOben terjed6 mérdnyalab
talalkozik a referencia nyalabbal (még a hullamvezetében), a kettd interferal egymassal. Ahogy
valtozik a mérényalab fazisa, az interferencia karakterisztikaja is valtozik. A két parhuzamos sugar
egyiitt érkezik a detektorba, ahol fényintenzitast mériink és ahol az idében periodikus interferenciat
mérhetjiik. A technika eldnye, hogy nagy a miiszer érzékenysége igy nagyon kis molekulak is
mérhetok vele, valamint a mérés soran négy mikrofluidikai csatorna egyidoben hasznalhato,
tovabba idoben torténd valtozast, azaz kinetikat mér, a kapott kinetikai gorbék kiértékelésével
megtudhatjuk, hogy mekkora a kotés erdssége, melyik molekula hogyan kot. Hatranyként
felmerulhet, hogy a nagy érzékenység miatt a nem specifikus jelek zavardak lehetnek, ez azonban
kikiiszobolhetd referencia csatorndk alkalmazasaval.

Manapsag mindennapi életiink befolyasold tényezdjévé valt a SARS-CoV-2 koronavirus altal
kivaltott 1éguti és 1égz6szervi megbetegedés. A virus cseppfertézéssel terjed, tehat beszéd,
tisszentés vagy kohogés utan a levegOben szétporlasztott nyalcseppekhez tapadva a
légaramlattal jutnak tovabb. A koronavirus elnevezés a virus elektronmikroszkopos képe
alapjan szuletett ugyanis a virus felszinét kitiiremkedé fehérjetiiskék alkotjak melyek hasonldak
a Nap korondjahoz. Ezeket a kitliremkedd fehérjetiiskéket a virus felszinén kiilonb6zo
glikoproteinek alkotjak. A fehérjetliskét alkotd fehérjék kozul érdemes kiemelni az S1 és S2
fehérjéket. Ezekkel a fehérjékkel tud a virus a human sejtek ACE2 receptorahoz kapcsolodni
ezaltal bejutni a sejtbe. Az ACE2 receptor az emberi szervezet renin-angiotenzin rendszerének

egyik receptora, amely tobbek kdzott a vérnyomas szabalyozaseért felel.



Az altalam elvégzett mérések soran azt vizsgaltuk, hogy az antitesteket egy polikarboxilat
polimerb6l (PCP) felépiild bevonatra felvitt protein A/G réteghez rogzitve vagy a virus S1
fejlesztéshez hasznalhatunk. Valamint a kisérletek soran validacios méréseket is végeztiink,
amelyek alapjan kijelenthetd, hogy az ACE2 receptorhoz csak a virus felszinén 1évé S1 fehérje

képes kapcsolodni.



Abstract

Optical biosensors are intensively researched today, with the aim of developing devices with
better sensitivities and overall performances. During my work, | employed the grating coupled
interferometry (GCI) based WAVEdelta device with a surface sensitivity of 0.01 pg/mm?2.
During a GCI measurement a reference and a sensing laser beam are coupled into a planar
optical waveguide through two coupling gratings. The two coupled waves produce an
interference signal which is outcoupled from the waveguide using a 3rd grating. The area
between the first two gratings represents the sensing area of the sensor. Any refractive index
variation (for example, caused by adsorbing biomolecules) at this area shifts the phase of the
propagating sensing wave, altering the interference signal. Therefore, by monitoring the
interference signal in situ, changes at the sensing region can be followed. Distinct advantages
of the technology are i) its very high sensitivity, allowing the detection of small molecules, ii)
the 4-channel arrangement making parallel measurements possible and iii) the capability of
kinetic measurements. From kinetic analysis, one can determine binding strength and Kinetic
rate constants for the actual binding event. It is also important to emphasize that the reference
channel can be employed to avoid any nonspecific signals.

The SARS-CoV-2 virus became especially important in today’s research and development,
heavily affecting our everyday life. The virus can cause severe respiratory disease and can be
transmitted in the air through liquid droplets. The morphology of the virus is similar to other
coronaviruses, its outer surface is covered by the so-called spike proteins (S1 and S2 proteins).
By using the S1 protein, the virus can effectively bind to the ACE2 receptors of various human
cells. These surface receptors, especially abundant in lung epithelium, are the principal point of
entry for the virus.

During my experiments | immobilize spike protein specific antibodies on protein A/G coated
sensor chips and record the on-line kinetic of S1 and S2 binding on these surfaces. Using the
biosensor data I will determine the Kkinetic rate constants and affinity of the binding events and

compare the properties of the S1 and S2 proteins.



1. Bevezetés

Az idei év egyik legmeghatarozdbb eseménye a koronavirus jarvany elterjedése, mely minden
ember ¢letét jelentdsen befolyasolja. A virus terjedésével egyre sziikségszerlibb volt a SARS-
CoV-2 névre keresztelt virus szaporodasi mechanizmusanak feltérképezése. Kutatok millioi
foglalkoztak azzal, hogy minél jobban megismerhessiik ezt a virust, ezaltal mddszereket
keresve a fert6zés gyogyitasara vagy megel6zésére. Az alapjan, hogy hogyan kapcsolodik a
virus a megfertdzott szervezet sejtjeihez potencialis gyogyszereket lehet kifejleszteni, melyek
ezt a folyamatot valamiként gatolni tudjak.

Az altalam végzett mérések motivacioja is ezen alapszik, specialis Osszetételii vegyiileteket
vizsgaltam jelolésmentes optikai bioszenzorral. Azt vizsgaltam, hogy az adott vegyllet
alkalmas-e arra, hogy a virus felszinén 1év6 fehérjékhez kapcsolodjon ezzel megelézve azt,

hogy a virus az emberi szervezet sejtjeihez kapcsolodva megfertdzze a szervezetet.

Elmult években rohamos fejlddésnek indultak a kiilonb6z6 optikai bioszenzorok fejlesztése
melyek legfobb célja az, hogy minél nagyobb érzékenységli és minél pontosabban mérd
miiszerek keriiljenek kifejlesztésre. Az altalam elvégzett méréseket a Nanobioszenzorika
Lendulet Kutatécsoport Laboratériumaban volt szerencsém elvégezni, egy WAVEdelta nevii
miiszerrel, amely a nagy érzékenységii (0.01 pg/mm?) récs-csatolt interferometria (GCI)
maodszerrel miikodik. A GCI elve, hogy egy optikai raccsal egy olyan vékony hullamvezetd
rétegbe (ez a mérési felulet, itt zajlik a mérés) csatoljuk a fényt melynek nagy a térésmutatoja.
A fény teljes visszaverddést szenved el emiatt rezonans erdsités 1ép fel. igy a mérési feluilet
felett egy specialis tér alakul ki, amelyet evaneszcens térnek neveziink. Ennek az evaneszcens
térnek exponencialis lecsengése van tavolodva a mérési feliilett6l.[1] A technika elénye, hogy
nagy a miiszer érzékenysége igy nagyon kis molekulak is detektalhatoak a segitségével, valamint a
mérés soran négy mikrofluidikai csatorna egyidoben hasznalhatd, tovabba iddben torténd valtozast,
azaz kinetikat mér. A kapott kinetikai gorbek kiértékelésével a kotés erdsségét jellemz6 kémiai

paramétereket szamolhatjuk ki.

A SARS-CoV-2 virus felszinét kiilonboz6 glikoproteinek alkotjak melyek tiiske szer(i
kitiiremkedésekbe rendez6dnek. Ezek a tiiskékre emlékezteté fehérjék (spike proteinek)

képesek a human sejtek ACE2 receptorahoz kapcsolodni majd ezaltal megfertdzni a sejtet. Az



ACE?2 receptor nagyon sok sejttipusban és szovetben megtalalhato tobbek kozott a tiidét, szivet,
vesét és majat alkoto szdvetekben. [a]

Az altalam elvégzett mérések sordn azt vizsgaltam meg, hogy a virus felszinén talalhatd
fehérjék és a human szervezet sejtjeinek ACE2 receptorja kozott fellépd kolecsonhatas mérésére
hogyan alkalmazhat6 a GCI mérési technika. A kutatas sorén a virusfehérjék ellen termeltetett
antitesteket is alkalmaztam. Kétféle modon lehetséges vizsgalni a korabban emlitett
kdlcsonhatést: az antitesteket egy polikarboxilat polimerbél (PCP) felépiild bevonatra felvitt
protein A/G réteghez rogzitve vagy a virus S1 fehérjéjét a PCP felliletre rogzitve.



2. Szakirodalmi attekinteés

2.1 Optikai bioszenzorok

A bioszenzorok harom {0 részbdl tevédnek Ossze, melyek a kovetkezok: felismerd egység,
jelatalakitd, valamint jelfeldolgozd egység. A felismerd egység receptorokbdl all, melyek a
feltlethez kotott fehérjék (pl. antitestek, enzimek) vagy mikroorganizmusok, nukleinsavak,
baktériumok vagy sejtek. A receptorok és a mérendd vegyiilet taldlkozasakor kiilonb6z0 fizikai
és kémiai valtozasok kdvetkeznek be melyet érzékel és atalakit elektromos jellé a jelatalakito.
A jelfeldolgozé egységben torténik a kapott jel feldolgozésa és kiértékelése.

A bioszenzorokat tobbféle csoportba sorolhatjuk, att6l fliggden, hogy a jelatviteli modjukra mi
jellemzd, ez alapjan lehetnek: mechanikai, elektrokémiai és optikai.

Az optikai bioszenzorokkal torténé mérés soran a fény és a vizsgalandd minta kolcsonhatasa
soran a fény valamilyen tulajdonsaga megvaltozik igy tud megvalosulni a jelélésmentes
érzékelés. A valtozo fizikai paraméter lehet a fény intenzitasa, polarizacios allapota, a
fazissebesség, valamint -jeloléses mddszerek esetén- a markerekben indukalt fluoreszcencia.

[2][3]
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Bioszenzorok altalanos felépitése [3]



2.1.1 GCI jelolésmentes optikai bioszenzor miikodési elve

A rendszer egyik f6 része egy félvezet6 lézerforrés, amely fénysugara két parhuzamos sugarra
van ketté valasztva, majd ezek a sugarak egy optikai hullamvezet rétegbe vannak racsok
segitségével bevezetve. A két sugar a mér6 sugar és a referencia sugar. A mér6 sugar egy LCM
rétegen (Liquid Crystal Modulator,folyadékkristaly modulator) van atvezetve, majd ezt
kovetden egy optikai raccsal torténd becsatolassal a hullamvezeté rétegben halad. A
hullamvezetd réteg utan a fénysugar két szétvalasztott nyalabja ismét egyesiil és ez
interferenciat okoz. A hullamvezet6 modus azon tartomanyat, ahol a tényleges mérés zajlik,
evaneszcens térnek nevezziik. Az evaneszcens tér az az elektromagneses hullam altal kialakitott
mez6, amely a hullimvezetd réteg folott van jelen. Amikor a mérdnyalab végighalad a
hullamvezet6 rétegben, a sugarnak van a hullamvezet6 rétegb6l tgynevezett kilogo, a feliiletbe
belekdstold része (ezt nevezziik evaneszcens térnek és ezt figyelhetjik meg a 2.abran). Ennek
az elektromagneses hullamnak adott intenzitdsa van, mely a feliilettdl tavolodva
exponencialisan csokkenni fog, ezt a tavolsagot nevezziik behatolasi mélységnek.

Ebben az evaneszcens térben elhelyezkedd biomolekulak torésmutatd-valtozast idéznek elo,
vagyis a fény terjedési sebessége megvaltozik. Igy a hullamvezetdben terjedd fény fazisa
eltolodik. Amikor a hulldmvezetd rétegben terjedd mérdnyaldb taldlkozik a referencia
nyalabbal a kettd interferdl egymassal. Ahogy valtozik a mérdnyalab fazisa, az interferencia
karakterisztikaja is valtozik. Ahhoz, hogy az interferencia karakterisztikat nagyon pontosan
lehessen mérni, idében valtozo jelet kell eldallitani, erre szolgal az LCM. A két parhuzamos
sugar egyiitt érkezik a detektorba, ahol fényintenzitdst mériink és ahol az idében valtozo

interferenciat merhetjuk.[1][4][5][6]
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A hullamvezetd rétegbe bevezetett lézersugdar két nyalabja, valamint a hullamvezetd réteg

feletti evaneszcens tér sematikus abrazolasa [1]



2.1.2 GCI jeldlésmentes optikai bioszenzor felépitése

A méréseket a Creoptix altal gyartott WAVEdelta elnevezésti miiszerrel végeztem el.

A miiszer felépitését a 3.abran lathatjuk. Az egység bal oldala az in. WAVEcore, amely a mér6
egység, a miiszer elején lathatd a hely, ahova a chip-et be kell helyezni. Ez a nyilas lathat6 a 4.
abran. A jobb oldalon a WAVEsampler (autosampler) lathatd, mely a minta adagolé rész,

valamint a miiszerhez tartozik egy program is mellyel valos idében nyomon kovethetjiik a

kisérletlinket és kiértékelhetjuk a kapott eredményeket.

|
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A WAVEdelta miiszer egyes elemei

4.abra
A chip helye a WAVEcore-on [b]



A meérésekhez hasznalt chip-en (WAVEchip) negy mikrofluidikai csatorna talalhatd melyek
poli-karboxilaz polimerbél (PCP) felépiilé fellilettel rendelkeznek. Ezen a négy csatornan a
mérés soran puffereket ¢és kiilonboz6 oldatokat aramoltatunk. Oldat formaban
makromolekulakat, kiillonboz6 reagenseket €s sejteket is tudunk a chip feliiletére juttatni és
eltavolitani onnan. Mivel négy csatorna all rendelkezésiinkre, igy tobb parhuzamos mérést is
elvégezhetiink, valamint referenciaként is hasznalhaté egy adott csatorna. Az 5. bran egy ilyen
WAVECchip-et lathatunk.

5.4bra

Poli-karboxilaz polimer (PCP) feliileti WAVEchip, amely négy mikrofluidikai csatornaval
rendelkezik [b]



2.2 Koronavirusok altalanos jellemzése

A koronavirusokat eldszor az 1960-as években azonositottak elektronmikroszképos vizsgalatok
segitségével. Nevik is innen ered, mert a virion feluletét tlske-szerti képzédmények,
glikoprotein nyulvanyok boritjak melyek koszoruhoz hasonlitanak (corona: koszoru latinul).
Mar korabban nyilvanvalova valt, hogy a koronavirusok kozé tartozd virusok meglehetdsen
gyakoriak, tobbnyire 1€gz6 és emésztOszervi megbetegedést okoznak allatokban és emberekben
is egyarant. [7]

Azok a koronavirusok, melyek képesek a gerinceseket megfertézni rendszertanilag a Riboviria
birodalom, Nidovirales rend, Coronaviridae csaladjaba, azon belul az Alpha-, Beta-, Delta- és
Gammacoronavirus nemzetségekbe tartoznak. Eddig az Alpha- és Betacoronavirus
nemzetsegbe sorolhatd virusok kozul keriltek ki azon virusok, melyek képesek a humén

szervezetet is megfert6zni.[7][8]

2.2.1 A virus felepitése

A jelenleg ismert legnagyobb burkos RNS-virusok a koronavirusok. A virion 120-160 nm
atmérdjii és altalaban gémb alaku. Genomjukra jellemzd, hogy szimplaszalu és pozitiv
irdnyultsagd RNS. A 6.abran egy illusztraciot lathatunk arrdl, hogy hogyan is nézhet ki egy

ilyen virus.

6.4bra

Illusztracio mely bemutatja a virus felszinén talalhatd tuske-szerii morfologiat [c]



A virus szerkezetét kiilonb6z6 fehérjék hatarozzak meg melyek a kovetkezOk: burok (envelope,
E), membran (M), nukleokapszid (N) és tiiske (spike, S) fehérjék. Ezek elhelyezkedése lathatd
a 7. dbran. Az E proteinek a burokban taldlhato transzmembrén fehérjék, mennyisége joval
Kisebb, mint az M és az S fehérjéké ennek ellenére fontos szerepet tolt be a virion
Osszeéplilésében, valamint a sejtb6l vald kijutasban.[7] Az M proteinek is a burokban
talalhatoak, ez a fehérje stabilizdlja a virus alakjat és az N proteineket rdgziti a virion
belsejében.[7][9]

Az N proteineknek erdés az RNS affinitasa, a virusgenom megkotésében €s az M protein
segitségével a virionban valé6 RNS-genom rdgzitésében van szerepe. [7]

A méréseim szempontjabol a virus legfontosabb fehérjéje az S protein. Ez a protein egy
membrén-glikoprotein mely a virus felszinén jelenik meg. A koronavirusok ezzel az S
fehérjével tudnak a sejtek receptoraihoz kapcsolédni majd bejutni a sejtbe. [10]

Az S protein szerkezetére jellemzo, hogy egy S1 elnevezésii receptor-koto €s egy S2 elnevezésii
membran-fazios részbol éptil fel.[11] Az S1 részre egyes szakirodalmak RBD-ként (receptor-
bindig domain) hivatkoznak.[10] A 8.4bran lathato az S protein felépitése.
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A virus szerkezete [7]
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Koronavirus tiiskéinek sematikus abrazolasa (Fang Li publikacidja alapjan készilt) [11]



3. Célkituzés

Méréseim célja az volt, hogy megfigyeljem, hogy a virus felszinén talalhat6 fehérjék és ezekre
specifikus receptorok kozott fellépé kolesonhatast tudjuk-e hatékonyan és jol reprodukalhatéan
vizsgélni a GCI technikaval.

A mérések egy polikarboxilat polimer (PCP) feliilettel rendelkez6 WAVEchip-en zajlottak.
Elészor egy PCP bevonatra felvitt protein A/G réteghez rogzitettiink antitesteket. A protein A/G
réteg és az antitest kozott 1étrejovo kotések nem kovalensek viszont ez a feliillet megteleld
orientacioval koti meg az antitesteket. Kiilonboz6 koncentracioban S tipusu virus fehérjéket
aramoltattunk a mikrofluidikai csatornadkban €s azt figyeltiik, hogy mekkora mértékii lesz a
kitapadasuk. Szakirodalom szerint a virus S fehérjéje két részbol all, S1 és S2, melyek koziil
csak az S1 feherje képes az antitesthez kapcsolddni. Méréseim soran, mint validacidés mérés,
elvégeztem ezt a kisérletet az S2 fehérjevel is, mely alapjan megallapithaté az, hogy az S2
valoban nem képes-e vagy sem az antitesthez kot6dni.

Masodszor pedig a PCP feliilethez S1 virus feherjét rogzitettink kovalensen majd specialis
antitesteket tartalmazo vegyiiletet aramoltattunk kiilonb6z6é koncentracidkban a mikrofluidikai
csatornakban és azt figyeltik, hogy van-e kitapadas a feltleten.

A chip melyeket hasznaltam a merés soran, négy mikrofluidikai csatornaval van ellatva, ezek
kozul egy csatorna mindig referencia csatornaként funkcionalt, a tébbi hdrom csatornan pedig
akar tobb parhuzamos mérés elvégzésére is volt lehetoségem.

A méréseim tovabbi céljai, hogy a gydgyszerkutatas és fejlesztés tertletén alkalmazhato, jol

reprodukéalhato és pontos legyen az altalam elvégzett eljarés.



4. Anyagok és modszerek

4.1 Felhasznalt anyagok

Rekombinans anti-SARS-CoV-2 tliske (spike) glikoprotein S1 antitest (ab273073) [d]
Rekombinans human koronavirus SARS-CoV-2 tiiske (spike) glikoprotein S2
(ab272106) [e]

Rekombinans human koronavirus SARS-CoV-2 tiiske (spike) glikoprotein S1
(ab273068) [f]

Specidlis fuzids fehérje (ismeretlen 0sszetétel, lehetséges gyogyszer)
Foszfatpuffer (PBS) tabletta, pH= 7,4

Dimetil-szulfoxid (DMSO)

Borét puffer, pH=9

Foszforsav (H3PO4 )— Tween20,

Glicin

Szarvasmarha szérum albumin (BSA)

Milli-Q viz (ultratiszta viz, 18,2 MQ-cm ellenallast 25°C-on)

4.2 Mérési moédszer

A mérés kiilonboz6 feliilett WAVEchip-en zajlik, ezek felliletének sematikus abraja lathato a

9.4bran. A chip feliiletén kiilonb6z6 oldatok folyamatos aramoltatasa zajlik. Az oldatok a

WAVEsampler segitségével jutnak a chip felszinére.

PCP

LUAS ALY

PCP-PAG

e Ao BTk o

9.4bra

Polikarboxilat-polimer(PCP) feliiletii és Protein A/G réteggel bevont PCP WAVEchip

sematikus abraja [b]



A mérést a WAVEcontrol elnevezésii programmal tudjuk nyomon kovetni. A mérés
paraméterei, mint példaul a hasznalni kivant csatornak, az aramlasi sebesség és injektalasi idé
ebben a programban keriilnek beallitasra. A mérés tobb nagyobb egységbdl épiil fel, ezeket
széridknak nevezziik. A kiilonbozd széridk pedig tobb, kisebb ciklusbol épiilnek fel. A
hasznalni kivant oldatot a WAVEsampler mintatart6 részébe helyezziik be, innen fogja a chip-

re injektalni a megadott pozicioban 1évé mintat, ezek a poziciok opcionalisan valtoztathatoak.

4.3 Mérések menete

Eldszor S protein antitestet immobilizaltam a protein A/G feliiletre majd ezen az ab272106

és ab273068 rekombindns human koronavirus SARS-CoV-2 tuske (spike) glikoproteinjeit
aramoltattam.

Ezt kovetéen az ab273068 rekombinans human koronavirus SARS-CoV-2 tuske (spike) S1
glikoproteint immobilizaltam PCP feliiletre majd ezt kdvetden antitest szuszpenziot és egy
specialis fuzids fehérje szuszpenziot aramoltattam felette.

Részletesebben az elsé megkdzelitést szeretném bemutatni. Az immobilizalt S1 fehérjén valo
vizsgalatok egy olyan projekt részét képezték, melynél titoktartasi megallapodas all fenn, ezért

arrol részletes informaciokat nem mutathatok be.

4.3.1 Stabilizacio

Amikor (j chip kerul behelyezésre, sziikséges egy kondicionalast elvégezni rajta
(Conditioning). Ezt a folyamatot 9-es pH-s borat puffer a&ramoltatasaval végezzik el annak
érdekében, hogy a chip felszinén 1évo lancok aktivalt formaba kertiljenek.

Ezt kdveti a stabilizacio (stabilization) mely soran célunk az, hogy beallitasra kerlljon az
alapvonal. A stabilizacié soran PBS puffert aramoltatunk mind a négy csatorna fellletén. A
stabilizacios széria tobb kisebb ciklusbdl all melyeket startup-oknak neveziink. A program
segitségével beallithatjuk ezeknek a startup-oknak az injektalasi idejét, a disszociacios idejét,
valamint az aramoltatasi sebességet.

A mérésem soran az injektalasi id6 és a disszocidcids id6 60 masodperc volt az aramoltatasi
sebesség pedig 10 pl/ perc.

A 10. abran lathato6 egy stabilizacids széria mérési gorbéje.
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A feliileti tomegstiriiség a stabilizacio soran mind a négy csatornan

(1. csatorna-kek, 2. csatorna-piros, 3. csatorna-zold, 4. csatorna-sarga)

4.3.2 Immobilizacié

Az immobilizacié (immobilization) soran az ab273073 nevii rekombinans anti-SARS-CoV-2
tiske (spike) glikoprotein S1 antitestet kotjik a PCP-PAG chip fellletére.

Az immobilizacids széria soran négy ciklusban aramoltattuk a felulet felett az antitesteket majd
ezt kdvetben egy puffer aramoltatassal (startup-al) zartuk a szériat.

Az antitestek aramoltatdsa soran az injektalasi id6 az els6 két esetben 800 masodperc volt, a
disszociacios id6 600 masodperc volt, a harmadik és negyedik aramoltatas soran az injektalasi
id6 és a disszociacios id6 is 600 masodperc volt. Az aramoltatési sebesség 5 ul/ perc.

Els6 alkalommal csak az 1.csatornara immobilizaltunk antitestet. A 11. abran lathato az
immobilizacid gorbéje, melyrdl leolvashatd, hogy 0sszességében a négy ciklus alatt ~ 5000

pg/mm? lett a feliileten az antitestek tomegsiirlisége.
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Az ab273073-as S1 antitest e/lsd immobilizacioja az 1.csatornara, negy ciklusban mely

végeredménye ~ 5000 pg/mm? fellileti boritottsag

4.3.3 Kinetika

A Kinetikai széria és az immobilizacié kozott egy stabilizacids széria is lefutott, ahol puffer
(PBS) aramoltatas tortént. Azért, hogy stabilizélja a felszint és a rd kerilt antitesteket. Az
immobilizalt antitestek, valamint az S2 fehérje kozott 1étrejové kolcsonhatasok vizsgalatara
szolgél a kinatikai széria (kinetics).
A kinetikai széria ciklusai az alabbiak szerint alakulnak:
o 20 startup (puffer a&ramoltatas)
o Minta oldat kiilonb6zd koncentraciokban, minden harmadik mintat egy vakminta
(blank) kovet. Az 1. tablazatban lathatd, hogy melyik mérés soran milyen koncentracié
tartomanyban készitettiik el a mérend6 oldatokat. (3% higitas)

o DMSO kalibracio: torésmutatd kalibracid



Az altalam vizsgalt S proteinek pufferei, vakmintai és koncentracio tartomanyai

Koncentracio

Vizsgalt minta Puffer Vakminta .
tartomany
ab272106 PBS PBS 0,83 nM — 43 fM
ab272106 PBS, 0,1% BSA | PBS, 0,1% BSA | 100 nM — 45,725 pM
ab273068 PBS, 0,1% BSA | PBS, 0,1% BSA | 100nM — 15,24 pM
ab273068 PBS, 0,1% BSA | PBS, 0,1% BSA | 1 uM —152,416 pM

1.tablazat

A kiilonboz6 mérések soran valtoztatott paramétereket az alabbi (2. tablazat) foglalja dssze.

Az elvegzett merések soran valtozo paramétereket 6sszefoglalo tablazat

1.mérés 2.mérés 3.mérés 4.mérés
Mint ab272106 | ah272106 | ab273068 | ab273068
inta
S protein | Sprotein | Sprotein | S protein
PBS PBS PBS
Puffer PBS
0,1% BSA | 0,1% BSA | 0,1% BSA
ab273073 | ab273073 | ab273073 | ab273073
Immobilizacié Anti S1 Anti S1 Anti S1 Anti S1
antitest antitest antitest antitest
Minta 60 200 200 180
s VaK
Injektalasi .a 60 200 200 180
id6 (S) minta
DMSO 60 200 60 60
Kinetikai Kal.
parameéterek Minta 60 600 600 700
Disszociacios V.ak 60 600 600 200
id6 (S) minta
DMSO
60 600 60 60
kal




4.3.4 Regeneracio

Minta 30 55 55 30
Aramoltatasi -
a
Sebesség minta 30 55 55 30
(ul/ perc) DMSO
30 55 30 30
kal.
Felszin stabilizalasa a kinetikai mérés PBS PBS PBS PBS
elott 0,1% BSA | 0,1% BSA | 0,1% BSA
H3PO4 —
. H3PO4— H3PO4— HiPO,4 —
Regeneracio Tween20,
Tween20 | Tween20 | Tween20 .
glicin
2.tablazat

A kinetikai széria utana egy regeneracios széria kovetkezik. Mivel A PCP protein A/G rétege
nem képes kovalensen megkotni az antitesteket ezert egy regeneracios ciklus soran ezek
eltavolithatok a feliiletrol. A regeneraldst foszforsav és Tween20 keverékének aramoltatdsaval
érjik el.



5. Eredmények

5.1 Rekombinans human koronavirus SARS-CoV-2 tlske (spike) glikoprotein S2
(ab272106) vizsgalata

A mérések soran tortént par paraméterbeli valtozéas, amely a 2. tablazatban lathatd. Ezek a
merések a rekombinans huméan koronavirus SARS-CoV-2 tiiske (spike) glikoprotein S2-vel
(ab272106) az 1.-es csatornan torténtek.

Az els6é immobilizaci6é soran Osszességében a négy ciklus alatt ~5000 pg/mm? lett a feluleten
az antitestek tomegsiiriisége. (11. abra)

Az els6 mérés soran elvégzett regeneraciot kovetden ismér immobilizaltuk az 1.csatornara az
ab273073 antitestet, viszont ebben az esetben csak ~1000 pg/mm?2 feluleti boritottsagot tudtunk

elérni. Ez lathatd a 12. abran.
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Az ab273073-as S1 antitest masodik immobilizacidja az 1.csatornara, négy ciklusban mely

végeredménye ~1000 pg/mm?2 felileti boritottsag

Ha megvizsgaljuk a kapott Kinetikai gorbéket lathatjuk, hogy mindkeét esetben a 4.-es csatornan
(sarga) amely a referencia csatorna volt, nagyobb jelet kaptunk, mint az 1.-es csatornan (kék)
ahol immobilizdlva volt az antitest (ab273072). A 13. és 14. &bran lathatjuk. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a rekombinans human koronavirus SARS-CoV-2 tiiske (spike)
glikoprotein S2 (ab272106) nem kotddik az S1 antitestekhez. Ezt a mérést betudhatjuk



validacids mérésnek, mely soran kiderilt, hogy az S1 antitest nem tud kotést kialakitani az S
protein S2 részével.
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Az ab272106 S protein kinetikai gorbéje az elsé mérés sordn

45.725 pM
45725 pM
= 100.000 nM
= 100.000 nM
- 137174 pM
137174 pM
= 1235 0M
1235nM
= 3704 nM
3704 nM
=33333nM
- 33333
= 100.000 nM
= 100.000 nM
=-33333M
~33333nM
=111 M
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Az ab272106 S protein kinetikai gorbéje a masodik mérés soran



5.2 Rekombinans huméan koronavirus SARS-CoV-2 tuske (spike) glikoprotein S1
(ab273068) vizsgalata

A mérések sordn tortént par paraméterbeli valtozés, amely a 2. tablazatban lathatd. Ezek a
merések a rekombinans huméan koronavirus SARS-CoV-2 tiske (spike) glikoprotein S1-el
(ab273068) torténtek.

Ujabb immobilizaciot hajtunk végre, de ebben az esetben az 1. és a 2. csatornat is igénybe
vessziik melyeken ~700 pg/mm? fellleti boritottsagot tudunk elérni.

Amennyiben értékelhetd jelet kapunk, vagyis ha az 1. €s 2. csatornan nagyobb a jel mint a
referencia csatornan akkor a WAVEcontrol program segitségevel kiértékelhetjik a kapott
eredményeket. A kiértékelés soran a program a referencia csatorna jelével és a DMSO
kalibracioval korrigalja a kapott gorbéket és kiilonboz6 kinetikai paramétereket szamol mint

példaul a disszociacios allando.

A harmadik elvégzett mérés soran a kapott kinetikai gorbékrol megallapithatjuk, hogy mind az
1. és 2. csatornan is nagyobb a jel mint a referencia csatorndn, tehat ebbdl arra

kovetkeztethetiink, hogy kitapadt az ab273068 S protein a fellletre. (15. abra)

I
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Az ab273068 S protein kinetikai gorbéje az 1. és 2. csatornan (1. csatorna-kék, 2. csatorna-

piros, 4. csatorna-sarga)



A WAVEcontrol program kiértékel6 részének segitségével az alabbi abrakat kaptam.(16. és 17.
abrak)
Kinetic Fit ch 1: 51 protein ab273068 (Series “Kinetics: 51 protein ab273068%)
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Kinatikai illesztés a Kinetic 1:1 modellt alkalmazva kiilonbozé ab273089 S1 protein oldatok
korrigalt feliileti tomegsiiriiség-idé mérési gorbére (az 1-es csatornan a 4-es

referenciacsatornaval korrigalva)

Kireetic Fit (1) 51 protein ab2 73068 (Series “Kinetics: 51 probein ab2 730637
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Kinatikai illesztés a Kinetic 1:1 modellt alkalmazva kiilonbozé ab273089 S1 protein oldatok
korrigalt feliileti tomegsiiriiség-idé mérési gorbére (az 2.-es csatornan a 4-es

referenciacsatornaval korrigalva)



A két csatorndn a program a referencia (4-es csatorna) jelével és a DMSO Kkailbracioval
korrigélta a kapott jelet. Az igy kapott gorbékre illesztéssel valamint kiilonb6z6 szimulaciokkal
disszociacios allandokat kaptunk.

Az 1.-es csatornan: Kgq értékére 100,7 nM-t kaptunk, amig a 2-es csatornanal 61,4 nM.

Mivel egyértelmiien van kdlcsonhatés az S1 protein és a fellletre kotott antitestek kdzott ezért
megismételtiik ezt a mérést, csak ez esetben nagyobb kezdeti koncentraciorol indultunk.

Ismét az ab273073 antitestet immobilizaljuk a chip felszinére, ebben az esetbenaz 1., 2. és a 3.
csatorna is hasznalatban volt. A 4. csatronat referencia csatornaként alkalamztuk.

Ez volt az els6é alkalom, hogy a 3-as csatornara is immobilizaltunk antitesteket, viszont a
varakozéasainkkal ellenben erre a csatornara sem immobilizalédott tobb antitest mint a korabban

mar hasznélt 1. és 2. csatornakra. Ezt megfigyelhetjuk a 18. abran.
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Az ab273073-as S1 antitest negyedik immobilizacidja az 1.,2. és 3.csatornara, négy ciklusban

mely végeredménye ~300-400 pg/mm2 fellileti boritottsag

A negyedik mérés az el6z6 reprodukcidja volt, ezért a 3. csatornat vizsgaltam meg, hiszen ez

volt az ujonnan immobilizalt csatorna. (19. abra)
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Kinatikai illesztés a Kinetic 1:1 modellt alkalmazva kilonbézé ab273089 S1 protein oldatok
korrigalt feliileti tomegsiiriiség-idé mérési gorbére (az 3-as csatornan a 4-es

referenciacsatornaval korrigalva)

Az illesztés alapjan a Kq értéke 142 nM, ami az el6z6ekhez hasonloan elfogadhat6 tartomanyba

esett.

5.3 Rekombinans human koronavirus SARS-CoV-2 tlske (spike) glikoprotein S1
(ab273068) immobilizacidja

A cél az volt, hogy kideritsik lehetséges-e az S1 protein immobilizacidjaval megvalositani azt,
hogy antitesteket detektaljunk. PCP réteghez kovalensen kotottik az ab273068 S proteint és
antitest szuszpenziot, valamint specialis 0sszetételii szuszpenziot aramoltattunk felette. Viszont
a mérés soran nem volt kitapadas tapasztalhatd, tehat ebben a formaban nem alkalmazhat6 ez
az eljaras. Ennek valoszintsithetéen az az oka, hogy az S1 fehérje amikor a PCP feliilethez
kovalensen kot, olyan konforméacid valtozason esik at mely soran elvesziti azt a képességet,

hogy az antitest kotddni tudjon hozza.



6. Osszefoglalas

A kapott eredmények alapjan megallapithato, hogy a GCI technika alkalmazhat6 arra, hogy
megallapitsuk az adott antitesthez képes-¢ k6tédni a virus felszinét alkotd fehérjék valamelyike.
A GCI jelolésmentes optikai bioszenzoros technika kivaldéan alkalmazhat6 virus fehérjéinek
vizsgalatara hiszen érzékenysége nagy (0.01 pg/mm?). A miiszer egy program altal vezérelt
ezért kdnnyen automatizalhato, valamint nyomon kovethet6 a kisérlet.

A mérofeliiletként szolgdlo WAVEchip négy mikrofluidikai csatornaval van ellatva igy ezzel
lehet6vé teszi azt, hogy tobb parhuzamos mérést végezzink el, valamint referencia csatorna
alkalmazasara is lehetdségilink van.

Az egyes mérések soran mindig valamilyen paraméter valtoztatasra kerilt, hogy megtalaljuk a
legmegfelel6bb koriilményeket ahhoz, hogy vizsgalni tudjuk milyen mértéki az S1 és S2
proteinek kitapadasa. Varakozasaink szerint beigazolodott az, hogy az S2 protein nem tud
kotést létrehozni az immobilizalt antitesttel. A kiserletet megismételve bizonyossa valt a
feltevésiink s ez bebizonyitotta azt, hogy a GCI technika alkalmazhat6 az S proteinek
vizsgalatara. Ez a mérés felfoghatd egyfajta validacios mérésként is.

Tovéabbiak soran az S1 proteinnel végeztikk el a kisérletiinket, melybdl egyértelmiien
kijelenthetd, hogy az S1 protein kitapadt az immobilizalt antitestre.

A rekombinans anti-SARS-CoV-2 spike glikoprotein S1 antitest (ab273073) egy specifikus
antitest melyhez valé kotodés alapjan megallapithatd, hogy a vizsgalt mintaban talalhat6-e S1
fehérje. Mérések alapjan lathattuk, hogy az S2 fehérjére sem ad specifikus jelet. Tehat
bizonyosan megmondhat0, hogy a vizsgalt minta tartalmaz-e (S1) virus fehérjét vagy sem.
Mivel a miiszer kis minta igényl a tovabbiakban ez a modszer lehetévé is tehetné azt, hogy

akar par csepp vérb6l megallapithato legyen, hogy az fert6zott-e koronavirussal.



7. Kbdszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezet6imnek, Gerecsei Tamasnak és Dr. Horvath
Rdébertnek a sok segitségert, tanacsért és Utmutatasért. K6szoném Dr. Horvath Robertnek, a
Nanobioszenzorika Lendiilet Kutatécsoport vezetdjének azért, hogy lehetdséget kaphattam
megismerkedni az optikai bioszenzoros technikékkal, valamint k6szoném a lehetdséget, hogy
megismerhettem a Nanobioszenzorika Lendilet Kutatocsoport tagjait, akik tlrelmesen és
segitOkészen barmilyen felmeriilé kérdésben segitségemre voltak.

Valamint szeretném megkoszonni a sok segitséget és turelmet konzulensemnek, Dr. Bonyar
Attilanak.

Tovabba szeretnék koszonetet mondani Toth Kingédnak a segitOkészségéért és tamogatasaért.
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